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1. Background e scopo della tesi 
 
Fin dalla loro prima descrizione da parte del mercante olandese di stoffe Antoni van 
Leeuwenhoek (1632-1723), che per hobby si divertiva a fabbricare microscopi (sembra se ne 
abbia addirittura costruiti circa 400) per osservare ciò che l’occhio nudo non può vedere, i 
protozoi ciliati sono stati molto usati in biologia come utilissimi modelli sperimentali per 
ragioni legate in primis alla facilità con cui possono essere allevati e manipolati 
sperimentalmente in condizioni controllate di laboratorio. Dopo che nella seconda metà del 
XVIII secolo sono stati coinvolti (con la denominazione di infusori) nella sperimentazione 
mirata a dirimere la controversia tra fautori (come Buffon e Needham) e oppositori (primo tra 
tutti, Spallanzani) della generazione spontanea, nel XIX secolo i ciliati hanno soprattutto 
attratto l’attenzione come organismi “immortali”, cioè per la capacità mostrata da colture di 
varie specie di moltiplicarsi per tempi apparentemente indefiniti senza incorrere nelle 
alterazioni strutturali e funzionali che sono tipiche dell’invecchiamento e senescenza 
cellulare. Nel secolo scorso i ciliati sono entrati nella sperimentazione biologica moderna in 
pratica a partire dal 1937, anno in cui Sonneborn descrivendo in Paramecium il meccanismo 
dei “mating type” e dei relativi segnali chimici ( “mating-type factors”) che controlla l’evento 
sessuale della coniugazione, ha di fatto aperto la strada all’analisi sperimentale dell’enorme 
gamma di fenomeni e processi molecolari, genetici, genomici e citologici che sono 
conseguenti alla formazione di un nuovo nucleo zigotico (o synkaryon) in una cellula 
coniugante. Può essere qui sufficiente ricordare che questa analisi sperimentale ha contribuito 
in maniera determinante all’assegnazione di due Premi Nobel, prima a Tom Cech la scoperta 
della capacità da parte delle molecole di RNA di catalizzare il loro stesso riarrangiamento 
(Cech, 1986) e poi a Elisabeth Blackburn e Caroline Greider per la scoperta dei meccanismi 
di sintesi e riparazione dei telomeri (Blackburn e Szostak, 1984).  
In questo lavoro di dottorato, il ciliato scelto come modello sperimentale è stato  Euplotes. Più 
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di ogni altro genere, Euplotes può definirsi ricco di specie, cosmopolita e ubiquitario (Borror 
e Hill, 1995). I suoi rappresentanti sono quindi di facilissimo reperimento e isolamento da 
qualsiasi ambiente acquatico, sia marino sia di acqua dolce o salmastra. Delle circa settanta 
diverse specie di Euplotes che sono state descritte su sola base morfologica, alcune sono e/o 
sono state oggetto di forte interesse scientifico per la capacità di controllare la coniugazione 
mediante l’evoluzione di sistemi di mating type determinati geneticamente da serie multiple 
di alleli al locus genico denominato mat, ed espressi mediante proteine-segnale ora 
usualmente designate come “feromoni” (e prima come “fattori del mating type” e “gamoni”). 
E. patella, E. octocarinatus, E. raikovi e E. nobilii sono le specie in cui è stato possibile 
dimostrare sia la secrezione spontanea (costitutiva) di “feromoni solubili” nell’ambiente 
extracellulare, sia la presenza di geni multipli al locus mat caratterizzati da un’espressione 
regolata da rapporti di “codominanza”. D’altro canto, E. crassus, E. vannus e E. minuta 
rappresentano il complesso di specie che, sulla base di mere evidenze indirette, vengono 
comunemente considerate dotate sia di “feromoni di membrana” insolubili nell’ambiente, sia 
di geni mat caratterizzati da rapporti di “dominanza seriale, o gerarchica” (per review: Dini e 
Nyberg, 1993; Luporini et al., 2005).  
Varie evidenze di natura filogenetica hanno indicato che il primo complesso di specie 
precedono l’evoluzione del secondo (Figura 1) (Vallesi et al., 2008), sollevando in tal modo 
l’interessante problema di conoscere come i feromoni possano modificarsi da forme solubili 
(più antiche) in forme insolubili o di membrana (più recenti), e come i relativi geni mat 
codificanti questi feromoni possano modificare i loro rapporti (più antichi) di co-dominanza 
nei rapporti (più recenti) di dominanza gerarchica. Il mio lavoro di ricerca di dottorato ha 
appunto inteso contribuire alla risoluzione di questo problema, mediante la conduzione di 




Figura 1. Albero filogenetico di Euplotes costruito sulla base del confronto delle sequenze dei geni 
nucleari codificanti la subunità piccola dell’RNA ribosomale (da Vallesi et al., 2008). 
 
2. Generalità sui ciliati  
 
I ciliati sono organismi eucarioti unicellulari prevalentemente a vita libera, ampiamente 
distribuiti in tutti gli ecosistemi, sia marini sia di acqua dolce, dove costituiscono una delle 
principali componenti microbiche, in termini sia di varietà di specie sia di biomassa, grazie 
alle loro straordinarie proprietà adattative e alla capacità di sfruttare le più varie risorse 
alimentari.  
Il loro corpo cellulare è ricoperto da ciglia singole e/o da organelli ciliari composti noti 
come membranelle adorali quando vanno a comporre la ciliatura orale, e cirri quando vanno a 
comporre la ciliatura somatica della faccia ventrale della cellula. Membranelle e cirri non 
svolgono solo funzioni di movimento (nuoto) e filtrazione dell’acqua, ma anche di adesione al 
substrato, cattura del cibo, percezione degli stimoli esterni ed intervengono nella 
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stabilizzazione dei contatti cellula-cellula che precedono la formazione delle coppie di 
coniuganti.  
La caratteristica distintiva dei ciliati è tuttavia il dimorfismo nucleare, cioè la presenza 
in uno stesso citoplasma di due tipi di nucleo, noti come micronucleo e macronucleo,  
strutturalmente e funzionalmente diversi pur derivando dal prodotto mitotico di uno stesso 
nucleo zigotico (Figura 2). Il micronucleo, diploide e sferico, è in grado di dividersi 
mitoticamente e va incontro a meiosi in occasione di ogni processo sessuale, sia questo 
rappresentato dalla coniugazione sia dalla autogamia (fenomeno sessuale quest’ultimo 
caratterizzato dalla formazione di un nucleo zigotico originato dalla fusione di due pronuclei 
gametici prodotti dalla stessa cellula). Esso produce i pronuclei gametici per la fecondazione, 
e controlla quindi le funzioni ereditarie della cellula. Il suo genoma è inattivo dal punto di 
vista trascrizionale e ha una organizzazione cromosomica del tutto analoga a quella presentata 
da ogni altro organismo eucariote. Il macronucleo, invece, è poliploide; ha una forma 
variabile nelle diverse specie, controlla la sintesi proteica e tutte le attività metaboliche della 
cellula costituendone, pertanto, il nucleo vegetativo. Il genoma macronucleare è formato da 
molecole “gene-sized”, cioè da brevi sequenze nucleotidiche sub-cromosomiche lineari 
costituite da 500-20.000 coppie di basi, ciascuna contenente una singola regione codificante 
generalmente non interrotta da introni e fiancheggiata da due brevi regioni non codificanti 
(Helftenbein, 1985; Kaine e Spear, 1982). Ogni molecola gene-sized termina con due 













 in posizione 3’ (Klobutcher et al., 1998).   
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Figura 2. La fotografia mostra l’apparato nucleare di Euplotes composto da un piccolo 
micronucleo sferico (mic) e un grosso macronucleo falciforme (mac). Lo schema evidenzia la 
peculiare organizzazione dei geni presenti nel micro- e macronucleo. 
 
3. Il ciclo biologico dei ciliati  
 
I ciliati si riproducono asessualmente per divisione binaria, con mitosi del micronucleo, 
amitosi del macronucleo e citodieresi simmetrica o asimmetrica. Più occasionalmente, la 
riproduzione comporta gemmazione. Il loro ritmo moltiplicativo è correlato a parametri 
fisiologici interni, all’accrescimento volumetrico della cellula e ovviamente alla disponibilità 
di cibo nell’ambiente. In condizioni di laboratorio, le colture clonali tendono ad invecchiare 
con l’accumularsi delle divisioni cellulari poiché il macronucleo tende ad accumulare danni e 
mutazioni nel suo DNA trascrizionalmente attivo. Alcune strutture e funzioni cellulari 
possono modificarsi irreversibilmente, determinando prima un rallentamento e poi la 
soppressione delle divisioni cellulari. La senescenza può concludersi con la morte cellulare a 
meno che non intervenga un processo sessuale che riporti l’età clonale a zero. 
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4. Organizzazione del genoma macronucleare in molecole “gene-sized”  
 
Alla discontinuità genetica cui va incontro il macronucleo dei ciliati al verificarsi di ogni 
processo sessuale si associa la peculiare organizzazione in molecole “gene-sized” del DNA 
che ne compongono il genoma. Queste molecole, del tutto autonome a livello di trascrizione e 
replicazione, si differenziano nell’arco di soli 2-3 giorni in seguito a un processo di 
frammentazione dei cromosomi del genoma micronucleare che ne contengono i precursori 
raggruppati in cluster tra loro separati da segmenti piuttosto lunghi di DNA spacer (più 
specificamente noti come IES, da “Intervening Eliminated Sequences”), (Jahn e Klobutcher, 
2002) (Figura 3).  
 
Figura 3. Schema del processo di maturazione del genoma macronucleare in Euplotes. 
Le sequenze micronucleari destinate alla formazione del DNA macronucleare sono 
rappresentate da rettangoli verdi, i telomeri sono raffigurati in blu e le IES da ovali.  
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Lo sviluppo del nuovo macronucleo implica, inizialmente, numerosi cicli di 
replicazione dei cromosomi micronucleari, cui non fa seguito alcuna separazione dei filamenti 
di DNA e alcuna divisione cellulare (tutto avviene nella stessa cellula ex-coniugante, o ex-
autogamica). Da questi cicli di replicazione quindi si generano dei cromosomi politenici, del 
tutto simili nella loro organizzazione a quelli ben noti, ad esempio, nelle cellule delle 
ghiandole salivari di vari insetti. Dopo una vita di poche ore, i cromosomi politenici vanno 
incontro ad un processo di “frammentazione trasversale”, nel corso del quale i numerosi 
frammenti che si formano restano circoscritti in strutture vescicolari all’interno delle quali 
viene selezionato il solo DNA destinato a formare il nuovo macronucleo. Vengono infatti 
rimossi e degradati sia tutti i segmenti di DNA spacer, sia (attraverso un meccanismo simile al 
processo di splicing dell’RNA) le corte sequenze di natura intronica (IES) che interrompono i 
geni micronucleari (“immaturi”) precursori di quelli macronucleari (“maturi”). L’effetto 
quantitativo di questa combinazione di eventi di scissione e degradazione cromosomica è 
stimato in una perdita netta di circa il 90% del DNA micronucleare. L’ultimo stadio dello 
sviluppo macronucleare è caratterizzato dalla dissoluzione delle vescicole e 
dall’amplificazione differenziale delle molecole di DNA gene-sized così generate. Questa 
amplificazione può determinare la formazione di migliaia di copie di uno stesso gene, ognuna 
delle quali si completa strutturalmente con la sintesi dei telomeri ad entrambe le sue due 
estremità. Un volta che il nuovo macronucleo ha completato il suo sviluppo, la cellula è in 
grado di riprendere la sua moltiplicazione asessuale, vegetativa. 
  
5. La base genetica della coniugazione nei ciliati 
 
Il controllo del processo sessuale della coniugazione è affidato ai cosiddetti sistemi di 
“mating type”. In sintesi e operativamente, cellule dello stesso mating type coesistono in una 
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stessa coltura moltiplicandosi (in presenza di cibo) esclusivamente per via asessuale (mitosi), 
mentre cellule di diverso mating type, interrompono temporaneamente la loro vita vegetativa 
per formare coppie di coniuganti qualora esse vengano mescolate le une con le altre (Miyake, 
1996, come review).  
I sistemi di mating type sono controllati e trasmessi geneticamente da alleli che segregano 
al cosiddetto locus mat del genoma micronucleare. Essi possono essere di “tipo binario” nel 
caso in cui esistano, come in Paramecium, solo due mating type all’interno di una stessa 
specie (e richiamare così la dualità e complementarità dei due sessi, maschile e femminile, 
degli animali). Oppure essi possono essere di “tipo multiplo”, quando in una stessa specie di 
mating type ne esiste un multiplo di due (“sistemi multipli chiusi”), o un numero indefinito 
(“sistemi multipli aperti”). Quest’ultimo caso è proprio caratteristico dei ciliati ipotrichi cui 
appartiene Euplotes, e trova strette analogie funzionali non con la dualità del sesso, bensì con 
i sistemi di mating type multipli dei funghi e i sistemi di compatibilità/incompatibilità che 
regolano l’impollinazione delle piante superiori (Casselton, 2002; Charlesworth, 2002).  
Le cellule che appartengono ad uno stesso mating type sono chimicamente 
contraddistinte  da cellule rappresentanti di altri mating type da un loro specifico “fattore”. 
Questo “fattore del mating type” può presentarsi come insolubile, in quanto rappresentato da 
proteine intrinseche delle membrane cellulari, come sembra essere il caso di Paramecium 
(Beale e Preer, 2008), oppure essere secreto e diffuso nell’ambiente extracellulare come 
“feromone”. Questo secondo caso attiene proprio alle specie di Euplotes. Kimball (1942, 
1943) è stato il primo a dimostrare come la sospensione di una coltura di cellule di E. patella 
esprimenti un certo mating type (ad esempio Mt-I) con preparazioni di sopranatante prelevato 
da colture di cellule esprimenti altri mating type (ad esempio, Mt-II o Mt-III) sia una 
condizione sufficiente per indurre la formazione di coppie omotipiche, o self (Mt-I/Mt-I). In 
questo modo Kimball ha fornito la prova sperimentale che i ciliati possono rilasciare in modo 
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costitutivo i loro feromoni nell’ambiente extracellulare, ed ha di fatto aperto la strada 
all'identificazione, isolamento e caratterizzazione di queste molecole segnale cellula-
specifiche.  
Fino ad oggi sono state individuate, per mezzo del saggio biologico introdotto da 
Kimball, altre tre specie di Euplotes, oltre a E. patella, secernenti feromoni: E. octocarinatus, 
E. raikovi e E. nobilii (Luporini et al., 2005). Al contrario dei risultati positivi ottenuti in 
questo complesso di quattro specie, nessuna induzione di coppie omotipiche a seguito di 
mescolanze tra colture cellulari e preparazioni di sopranatante è stata ottenuta in E. crassus 
(Heckmann e Siegel, 1964; Miyake e Nobili, 1974), che rappresenta la specie di gran lunga 
più utilizzata nello studio della genetica e fisiologia dei mating type di Euplotes e dei ciliati in 
generale (Heckmann, 1964; Dini e Miyake, 1982; Lueken et al., 1983; Lueken e Oelgemöller, 
1986; Verni e Rosati, 1987). Da questi risultati negativi è stato concluso che E. crassus è una 
specie tipicamente non secernente feromoni nell'ambiente extracellulare (Miyake, 1981). 
Come Paramecium, E. crassus porterebbe i feromoni saldamente legati alla superficie 
cellulare e promoverebbe il fenomeno della coniugazione mediante interazioni fisiche cellula-
cellula (Miyake, 1981, 1996).  
In associazione a questi studi sulla identificazione dei feromoni di Euplotes e della 
attività di queste molecole nell’indurre la coniugazione, analisi di genetica Mendeliana sulla 
trasmissione ereditaria dei mating type hanno dimostrato che in Euplotes i geni allelici al 
locus mat possono esprimersi secondo due modelli alternativi (Dini e Nyberg, 1993, come 
review) (Figura 4). Un modello prevede rapporti inter-allelici di co-dominanza e sarebbe 
tipico delle specie ritenute più antiche, caratterizzate (come sopra delineato) dalla sintesi di 
feromoni solubili nell’ambiente. L’altro modello prevede rapporti di dominanza seriale, o 
gerarchica, e sarebbe tipico di E. crassus e delle altre specie filogeneticamente affini 
caratterizzate dalla sintesi  di feromoni di membrana (insolubili). Nel primo caso, il mating 
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type espresso da una cellula eterozigote al locus mat sarebbe in pratica una combinazione dei 
due mating type espressi dalle corrispondenti cellule omozigoti. Nel secondo, il mating type 
dell’eterozigote sarebbe identico e indistinguibile da quello espresso dall’omozigote 
dominante.   
 
Figura 4. Determinazione genica ed espressione dei sistemi multipli di mating type in Euplotes. 
 
6. I feromoni di Euplotes 
 
Dopo che due feromoni sono stati originariamente isolati e caratterizzati chimicamente in 
Blepharisma japonicum (uno, denominato “Gamone 1” o “Blepharmone”, come una 
glicoproteina di circa 15.000 Dalton, e l’altro, denominato Gamone 2” o “Blepharismone”,  
come un derivato del triptofano) (Jaenicke, 1984; Miyake, 1996; Sugiura e Harumoto, 2001), 
è stato possibile purificare e analizzare strutturalmente queste molecole soltanto in E. 
octocarinatus, E. raikovi e E. nobilii (Luporini et al., 2005, come review). Le conoscenze più 
approfondite sulla loro struttura sono ad ogni modo state acquisite per le famiglie dei 
feromoni prodotti da E. raikovi e E. nobilii. Questo è essenzialmente dovuto al fatto che 
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entrambe queste specie sono capaci di secernere feromoni in quantità relativamente 
abbondanti, fino a 100-200 microgrammi per ogni litro di sopranatante (Alimenti et al., 2002, 
2003; Raffioni et al., 1987).  
I feromoni di  E. raikovi (ognuno indicato con la denominazione Er seguita da un numero 
che corrisponde al numero del mating type delle cellule che lo secernono) sono rappresentati 
da proteine di 37-40 amminoacidi con sei cisteine.  La loro formula generale è DX1-
3CX6CX4CX2-3CX4-8CX7-9CX1-5, in cui D è un residuo di acido aspartico, C un residuo di 
cisteina e X un residuo di qualsiasi amminoacido. Fa eccezione il feromone Er-23 
caratterizzato da una sequenza di 52 amminoacidi, 10 cisteine e un residuo di glicina disposto 
a formare il terminale amminico. In generale (Er-23 escluso) i feromoni di E. raikovi 
presentano una percentuale d’identità di sequenza amminoacidica variabile tra 30% e 51%; gli 
unici residui in posizioni conservate sono le cisteine, tutte coinvolte nella formazione di tre 
ponti disolfuro intra-catena, e il residuo iniziale di acido aspartico (Luporini et al., 2005).    
I feromoni della famiglia di E. nobilii (indicati dalla sigla En) presentano, invece, 
sequenze un po’ più lunghe di 52-63 amminoacidi e otto cisteine. Queste sequenze sono 
organizzate secondo la formula generale X10CX11-12CX6CX3CCX2CX8CX5-8CX0-3, e mostrano 
una percentuale di identità di circa il 35%. In questo caso oltre alla completa conservazione 
degli otto residui di cisteina coinvolti nella formazione di quattro ponti disolfuro intra-catena, 
c’è da osservare anche la conservazione di altri 6 residui: uno di acido glutammico in 
posizione 4 (la numerazione è riferita alla sequenza del feromone En-6), uno di treonina in 
posizione 11, uno di tirosina in posizione 15, uno di serina in posizione 18, uno di alanina in 




Figura 5. Allineamento (effettuato con il programma Clustal W disponibile in rete) delle 
sequenze amminoacidiche caratterizzate per alcuni feromoni secreti da E. nobilii e E. raikovi. 
I residui di cisteina sono indicati con numeri romani progressivi e la conservazione della loro 
posizione è enfatizzata dai riquadri in rosso. I ponti disolfuro sono indicati da linee di 
connessione sotto le sequenze. Le regioni evidenziate in grigio sono interessate da una 
organizzazione in strutture secondarie ad alfa elica. 
Dalla determinazione della struttura tridimensionale di alcuni di questi feromoni di E. 
raikovi e E. nobilii, ottenuta mediante analisi di risonanza magnetica nucleare (NMR) (Brown 
et al., 1993; Liu et al., 2001; Luginbühl et al., 1994, 1996; Mronga et al., 1994; Ottiger et al., 
1994; Pedrini et al., 2007; Placzek et al., 2007; Zahn et al., 2001), è emerso che queste 
molecole possiedono una conformazione molto simile a dispetto della loro grande variabilità 
nella struttura primaria. Questa conformazione è basata su un comune complesso di tre alfa 
eliche orientate antiparallelamente e tra loro strettamente associate grazie ai legami disolfuro 
instaurati tra i residui di cisteina (Figura 6). 
 All’interno di ciascuna famiglia, ogni feromone tuttavia presenta anche caratteristiche 
uniche che verosimilmente forniscono la base strutturale per il riconoscimento e l’interazione 
di legame con i relativi recettori di membrana (Ortenzi e Luporini, 1995; Vallesi et al., 2005). 
Queste specificità strutturali risiedono soprattutto nella forma e orientamento spaziale della 
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regione che costituisce il terminale carbossilico delle molecole, nella forma ed estensione dei 
loop inter-elica e, in ultimo, nella lunghezza e organizzazione (più o meno regolare) della 
seconda delle tre eliche del “cuore” strutturale dei feromoni. A livello del confronto 
strutturale tra le due famiglie di feromoni di E. nobilii e E. raikovi, le più importati differenze 
risiedono soprattutto nel fatto che in E. nobilii (specie a distribuzione polare, adattata a vivere 
a temperature di congelamento dell’acqua e quindi definibile come psicrofila) le regioni dei 
feromoni che non sono organizzate in strutture secondarie ad alfa elica assumono una ben 
maggiore estensione che in E. raikovi. Inoltre, gli amminoacidi idrofobici e polari tendono a 
localizzarsi in regioni specifiche della molecola, piuttosto che a distribuirsi in modo più o 
meno uniforme (Alimenti et al., 2009) (Figura 6).  
 
Figura 6. Strutture tridimensionali di tre feromoni di E. nobilii e cinque di E. raikovi ottenute 
da analisi di spettrometria NMR. (A) Le regioni organizzate ad alfa elica sono rappresentate 
“a nastro”, e le posizioni dei ponti disolfuro sono indicate da linee gialle. (B) 
Sovrapposizione degli scheletri molecolari che mettono in evidenza le regioni conservate e 
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quelle variabili tra i diversi membri delle due famiglie di feromoni. I terminali amminico e 
carbossilico delle molecole sono indicati, rispettivamente, con le lettere N e C. La 
successione spaziale delle tre alfa eliche, conservate in tutti i feromoni, è indicata con α1, α2 
e α3. 
Dalla determinazione della struttura dei geni macronucleari codificanti i feromoni di 
E. raikovi, E. octocarinatus e E. nobilii è apparso evidente che, analogamente a quanto 
avviene nella sintesi e secrezione di altri ormoni proteici, anche nel caso dei feromoni il primo 
prodotto di sintesi della cellula è rappresentato da una forma citoplasmatica “immatura”, o 
“pre-pro-feromone” (La Terza et al., 2009; Miceli et al., 1992; Vallesi et al., 2009). Il 
segmento pre (o peptide segnale), formato in genere da 19 residui amminoacidici e 
strutturalmente molto conservato nei diversi feromoni, serve a dirigere il transito della 
proteina attraverso il reticolo endoplasmatico, mentre il segmento pro, di 16-20 residui e 
strutturalmente un pò più variabile tra diversi feromoni, serve per rilasciare la proteina 
“matura” nell’ambiente. La produzione del feromone nella sua forma secreta è quindi 
preceduta da un doppio taglio proteolitico per la rimozione di entrambi i segmenti pre e pro 
(Meyer et al., 1991; Miceli et al., 1989, 1991; Sugiura e Harumoto, 2001). 
Per quanto riguarda l’attività biologica dei feromoni, quanto sappiamo è 
essenzialmente legato a studi condotti su E. raikovi (Luporini et al., 2005, come review). 
Questi studi hanno dimostrato che i feromoni non solo possono interagire in modo paracrino 
(eterologo, o non-self) con cellule diverse da quelle che li secernono, e comportarsi in tal 
modo come “fattori sessuali” per l’induzione della coniugazione. Essi interagiscono anche in 
modo autocrino (autologo, o self) con le stesse cellule che li secernono per promuoverne la 
moltiplicazione vegetativa (mitotica). In questo caso il loro comportamento è del tutto 
equivalente a quello dei cosiddetti fattori di crescita e citochine prodotti dalle cellule animali 
(Vallesi et al., 1995). 
